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 背景と目的 
 
中枢神経はアルコールの慢性大量摂取により障害を受ける。そのなか
でも小脳は影響を受けやすいことが知られるが、その病態機序は明らか
でない部分が多い。本研究では、Lieber-DeCarli ラットモデルを用いて小
脳のプロテオーム解析を行い、アルコール摂取に伴い存在量が変化する
蛋白質を明らかにし、小脳障害の発症メカニズムの解明につなげることを
目的とする。 
 
方法 
(1)実験動物および飼育条件 
４週齢の SD 系雄性ラットを Lieber らの手法により、アルコール含有
液体飼料とその等カロリーを炭水化物で置換した液体飼料で、３週間と８
週間 pair-feeding を行った。アルコール投与群は、まず３%アルコー
ル含有液体飼料を与え、２日後４％にし、さらに６日後に通常の５％
アルコール含有液体飼料を２週間と７週間与えた。 
(2)二次元電気泳動法（2-DE） 
8 週間のアルコール投与群の小脳組織を採取し、小脳組織から蛋白質
を抽出した。本研究で用いる 2-DE は、一次元目のゲルにアガロース
を用いた等電点電気泳動、二次元目に SDS ポリアクリルアミドゲル
電気 泳動（ SDS-PAGE: Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis）を行い、等電点と分子量によって蛋白質を分離する
手法である。小脳組織より抽出したサンプルを 2-DE で分離し、泳動
後のゲルを CBB(Coomassie brilliant blue)染色し、画像解析ソフトにより
解析を行い、コントロール群と比べアルコール投与群で発現量に有意な
差があるスポットを決定した。 
(3)質量分析法 
アルコール投与により存在量の変化したゲル上のスポットを、CBB 染色
ゲルから切り出して、Trypsin によるゲル内消化後、質量分析計を用
いて、LC-MS/MS 測定を行った。測定データはデータベース検索を行
い、蛋白質を同定した。 
(4)同定した蛋白質の検証 
同定した蛋白質について、Western blotting 法により検証を行った。
小脳組織抽出サンプルを SDS-PAGE で分離後、PVDF 膜に転写し、同
定した蛋白質に対する抗体を用いて検出した。発現レベルを画像解
析により定量化し、アルコール投与群と正常対照で変化をみた。 
 
結果と考察 
本研究では、2-DE の一次元目のゲルにアガロースを用いたが、本
手法は、2-DE に従来からよく用いられる IPG(Immobilized pH gradient)
ゲルに比べ 10 倍以上の蛋白質を添加でき、さらに IPG で検出できな
い分子量 150kDa 以上の高分子量蛋白質の分離が可能である。アガロ
ース 2-DE による、アルコール投与群と正常対照の比較解析で、3 つ
のスポットについて存在量の変化がみられた。質量分析計による蛋
白質同定と、Western Blotting による検証を行ったところ、アルコー
ル投与により変化がみられる蛋白質が２つに絞られた。一つは細胞
骨格に重要な蛋白質であり、アルコール投与により減少がみられた。
も一つはミトコンドリアに存在し細胞のアポトーシスに関与する蛋
白質で、アルコール投与により発現レベルの増加がみられた。 
これらの変化は、慢性アルコール摂取に伴う小脳障害の病態機序
を示している可能性がある。 
 
結語 
Lieber-DeCarli アルコールラットモデルを作製し、プロテオーム解
析によりアルコール摂取に伴い小脳組織で発現量が変化する蛋白質
を検出・同定した。アルコール投与群の小脳で有意な変化が認められ
た二つ蛋白質は、慢性アルコール摂取に伴う小脳障害の病態機序に
関与する可能性が示唆された。 
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